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mitochondria  from  the  cytosol  can  be  defined  as  the  starting  point  of  de  novo  fatty  acid 
synthesis.  There  its  decarboxylation  and  conversion  to  acetyl‐CoA  by  the  pyruvate 
dehydrogenase (PDH) takes place. Next the condensation of acetyl‐CoA with oxaloacetate to 


















glycolysis  is  transported  to mitochondria  and  converted  to  acetyl‐CoA by pyruvate dehydrogenase 
(PDH).  Citrate  synthase  (CS)  catalyses  the  condensation  of  acetyl‐CoA  with  oxaloacetate  to  form 
citrate,  which  is  converted  back  to  acetyl‐CoA  by  the  ATP‐citrate  lyase  (ACLY)  in  the  cytosol. 
Alternatively,  citrate  can  be  utilized  in  the  tricarboxylic  acid  (TCA)  cycle  and  the  oxidative 
phosphorylation  (OXPHOS)  to  generate  ATP.  The  carboxylation  of  acetyl‐CoA  to  malonyl‐CoA  is 
accomplished by the acetyl‐CoA carboxylase (ACC). Next, palmitic acid synthesis  is catalysed by the 
fatty  acid  synthase  (FAS).  Elongation or  desaturation of  fatty  acids  is  performed by  elongases  and 




of  glycerol,  lipids  function  as  the  major  reservoir  of  energy.  As  phospholipids,  which  are 
composed of two fatty acids and a glycerol or sphingosine unit that is attached to a phosphate 
group,  they  act  as  the main  constituents  of  cellular membranes.  According  to  the  alcohol 
backbone,  phospholipids  can  be  divided  in  two  classes:  glycerophospholipids,  that  have  a 
glycerol backbone and phosphosphingolipids, which are derived from sphingosines. The most 
abundant  phospholipids  found  in  membranes  are  the  glycerophospholipids 












Fig.  2  Cellular  membranes:  a  phospholipid  bilayer.  Cellular  membranes  are  composed  of  a 








and  ACC,  were  overexpressed  in  various  types  of  cancer  (Milgraum  &  Pasternack  1997, 
Swinnen et al. 2000). In normal cells, lipogenesis is accurately regulated and an uncontrolled 
accumulation of palmitate, the first product of the de novo fatty acid synthesis is toxic to cells 
(Hardy  et  al.  2000).  Cancer  cells  with  enhanced  lipogenesis  found  strategies  to  avert  this 




overexpression  of  lipogenic  enzymes  could  be  linked  to  the  activation  of  growth  factor 
signaling (Menendez 2010, Yoon et al. 2007). A bidirectional relationship between de novo 
fatty  acid  synthesis  and HER2  oncogene  activity  has  been  found,  illustrating  the  ability  of 
lipogenic cells to induce pro‐survival pathways (Menendez et al. 2004). 
Furthermore,  increased  lipogenesis  strongly  affects  membrane  characteristics.  Newly 
synthesized fatty acids are in most cases saturated in contrast to the polyunsaturated diet‐
derived  fatty  acids,  thus  spawning  cell  membranes  with  altered  physical  and  chemical 




composition  in  cellular  membranes,  thereby  affecting  signal  transduction,  intracellular 








Membrane  composition  also  strongly  regulates  cell  deformability, which was  in  initial 
studies found to be correlated with the metastatic potential of cells (Swaminathan et al. 2011, 
Remmerbach et al. 2009, Plodinec et al. 2012). Another important regulator of cell rigidity that 
























two  steps.  First,  an ATP‐dependent  carboxylation of  the biotin  group,  catalysed by  the BC 




















The  generation  of  malonyl‐CoA,  which  is  used  for  long  chain  fatty  acid  synthesis  is 
accomplished by ACC1. Whereas malonyl‐CoA, derived from the ACC2‐catalysed reaction is 
responsible  for  regulation  of  the  mitochondrial  ß‐oxidation  (Kim  1997).  To  cross  the 
mitochondrial membrane, acyl‐CoAs must be converted to acylcarnitines, a reaction that  is 
























Current  focus  has  centered  on  the  fact,  that  ACC  inhibition  could  be  a  promising 
approach  in  cancer  therapy  (Swinnen  et  al.  2006).  It  is  well  established  that  ACC  is 
overexpressed  in  several  types  of  cancer  like  breast,  liver,  prostate  and  liposarcoma 









inhibitors can basically be divided  into three classes: The  first class are  lipophilic  fatty acid 
mimetics, which compete with acetyl‐CoA in the CT reaction. Members of the second class are 












Myxobacteria  are  unicellular  rod‐shaped  gram  negative  bacteria,  which  have  one  of  the 
largest bacterial  genomes. They can be  found  in  soil, dung of herbivores, bark and  rotting 
wood. Myxobacteria exhibit a unique  life cycle and are prominent  for  their ability  to  form 
multicellular  fruiting  bodies  by  directed  cell  movement  upon  starvation.  Vegetative  cells 
within the fruiting bodies convert  into myxospores that can endure unfavorable conditions  
(Shimkets et al. 2006). Of special interest is the fact that myxobacteria are producers of a huge 
amount  of  bioactive  compounds  including  polyketides,  linear  and  cyclic  peptides  and 















the  myxobacterial  strain  Sorangium  cellulosum  So  ce26  (Gerth  et  al.  1993).  The  main 
compound,  Soraphen A  contains  an unsaturated 18‐membered  lactone  ring,  an extracyclic 
phenyl ring, two hydroxyl groups, three methyl groups and three methoxy groups (Bedorf et 
al.  1993,  Ligon  et  al.  2002)  and  is  depicted  in  Fig.  6  A.  In  a  genetic  approach  study  using 















oligomerization  of  the  BC  domain.  Thereby,  Soraphen A  stabilizes  the  inactive  monomer 




























Finding new targets  for cancer  treatment  is of  immense clinical  importance as  therapeutic 
success  is  often  limited  by  strong  side  effects  of  today’s  anti‐cancer  drugs,  resistance 
formation and dissemination. With  the discovery  that  cancer  cells are characterised by an 
enhanced de novo fatty acid synthesis 60 years ago (Medes et al. 1953), key enzymes of the 
fatty  acid metabolism  like  the  acetyl‐CoA  carboxylase  have  gained  attraction  as  potential 
targets.  Nevertheless,  therapeutic  exploitation  of  this  knowledge  has  been  poor  so  far. 




focus  was  set  on  unraveling  the  underlying  signaling  mechanisms  and  implications  of  a 
disturbed lipid homeostasis on cell mechanics and thus cancer progression. Modulation of the 















































































































































(CLS,  Eppelheim,  Germany).  T24,  a  bladder  carcinoma  cell  line  was  kindly  provided  by 
Dr. Barbara Mayer  (Department  of  Surgery,  University  of  Munich,  Germany)  and 




carcinoma  cell  lines  Huh7  and  HepG2  cells  were  derived  from  the  Japanese  Collection  of 
Research  Bioresources  (JCRB,  Osaka,  Japan)  and  the  DSMZ,  respectively.  MDA‐MB‐231, 
SKBR3, Huh7  and HepG2  cells were  cultured  in DMEM  supplemented with  10 %  fetal  calf 












with  20 %  FCS  and  1 %  penicillin/streptomycin  (1.5 mM).  2∙106  cells/900  µl  medium were 




DMSO.  Subsequently  cells were  resuspended  in  culture medium and placed  into a  culture 

























system,  Omni  Life  Science  GmbH  &  Co.  KG,  Bremen,  Germany).  Therefore  cells  were 
pretreated with Soraphen A for 4 h, detached and 5000 cells per well were seeded into the E‐
plates according to manufacturer`s instruction. Before seeding, the plate was equilibrated by 


























(0.1 % w/v),  Triton X‐100  (0.1 % v/v)  in PBS)  containing 50 µg/ml propidium  iodide  (PI)  for 
30 min at 4 °C. Fluorescence intensity was measured by flow cytometry using FACSCalibur (BD 

















Cell  transfection  for  ACC1  and  ACC2  silencing  was  performed  with  ON‐TARGETPlus 
SMARTpool  siRNA  by  using  Dharmafect®  transfection  reagent  (Thermo  Fisher  Scientific, 




the  diluted  siRNA  was  combined  with  the  Dharmafect®  transfection  reagent  solution  and 
incubated  for  20 min.  1.6 ml  of medium  supplemented with  10 %  FCS were  added  to  the 



























for  20 h  using  an  open  u‐iMIC microscope  (Fei,  Oregon,  USA),  while  taking  images  every 










For  embedding  spheroids  in  collagen,  approximately  50  spheroids were  collected  in 














plates were  allowed  to  dry  overnight.  Seven  spheroids were  transferred  to  each well  and 
stimulated  with  the  respective  Soraphen A  concentration.  96 h  after  stimulation  the 















week  old  SCID  mice  (Charles  River  Laboratories,  Sulzfeld,  Germany).  After  tumors  have 
developed, mice were treated daily with 40 mg/kg Soraphen A for nine days. Tumor volume 
was  assessed  by  using  a  digital  caliper  (Emil  Lux,  Wermelskirchen,  Germany),  thereby 
length (l),  wide  (w)  and  height  (h)  of  the  tumor  was  measured.  The  tumor  volume  was 
calculated by the formula V = (π/6) l∙w∙h.  























Antigen  Source  Dilution  Producer/Distributor Product #  Fixation 
EEA1  goat   1:50  Santa Cruz  sc‐6415   4 % PFA 
HER2  rabbit  1:200  Cell Signaling  2156  methanol 




Rac1  mouse  1:100  Upstate  05‐389  4 % PFA 
Vinculin  mouse  1:100  Santa Cruz  sc‐25336  4 % PFA 
 
Tab. 7 Secondary antibodies and dyes used for immunohistochemistry 


























FRAP  analysis  was  performed  to  assess  lateral  membrane  fluidity.  Therefore,  cells  were 
transfected with the plasmid pMyrPalm‐mEGFP (#21038, Addgene, Cambridge, MA, USA) and 
engineered  to  express  MyrPalm‐mEGFP,  in  order  to  visualize  cellular  membranes.  The 
transfection was accomplished by electroporation as described in 2.6.1. 24 h after transfection 
cells  were  stimulated  with  Soraphen A  for  72 h.  48 h  after  treatment,  cells  were  kept  in 
Soraphen A stimulated starvation medium. Next, the EGFP fluorescence in a defined region of 










incubated  for  15 min.  After  the  incubation  time,  cells  were  washed  three  times  with 
PBS + Ca2+/Mg2+,  fixed  with  4 %  PFA  for  10 min  at  RT,  washed  another  three  times  with 










Triton‐X, H2O)  for 30 s  to remove monomeric and dimeric  tubulin subunits. Next 30 µl 5 % 
glutaraldehyde were directly added to the extraction buffer and incubated for 10 min. After 
fixation  the extraction buffer was  removed and excess  glutaraldehyde was quenched with 
270 µl freshly made 0.1 % NaBH4 in PBS for 7 min. The cells were washed with PBS + Ca2+/Mg2+ 
three times for 5 min by gentle shaking. Unspecific binding sites were blocked with 0.2 % BSA 

























solution  and  incubated  for  30 min  at  37 °C. After  the  incubation  time was  completed,  the 




















the magnetic  beads  and  crosslinked  by  DSS  according  to manufacturer`s  instruction.  Cells 
were washed with PBS and  lysed by adding 500 µl provided  IP  lysis/wash buffer on  ice  for 
5 min. The lysed cells were transferred into a tube and centrifuged for 10 min at 13.000 g to 
remove cell debris. Next, protein concentration was demined by BCA assay (Thermo Fisher 
Scientific,  Waltham, MA,  USA).  The  protein  concentration  of  the  control  and  Soraphen A 
treated  cells  was  aligned  by  adding  IP  lysis/wash  buffer.  Cell  lysate  was  mixed  with  the 




























agglomerates,  the  solution  was  always  kept  at  37 °C.  Cells  were  treated  with  medium 
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the  count  of  resamples  that  had  an  RD  equal  or  larger  than  one  by  the  number  of  total 
resamples.  
2.12.2 Optical	stretcher	measurement	
Cells  were  treated  with  Soraphen A  as  indicated,  trypsinized,  resuspended  in  cell  culture 
medium and applied for the optical stretcher measurement. A dual laser beam fiber optical 
stretcher setup was used (Lincoln et al. 2007). Image series (30 fps) were recorded for whole 
















by Fourier analysis, which  is described  in detail  in Braig et al. 2015. The experiments were 








Cells were  trypsinized, washed with  PBS  and  lysed  in  RIPA  buffer  supplemented with  the 
protease  inhibitor cocktail  complete®  (Sigma‐Aldrich, St.  Louis, MO, USA), 1 mM PMSF and 
2 mM  Na3VO4.  Protein  concentration  was  determined  by  BCA  assay  according  to 
manufacturer´s instructions (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Equal amounts of 
proteins  were  separated  by  SDS‐electrophoresis  (100 V,  500 mA,  150 W,  21 min/  200 V, 
500 mA, 150 W, 40 min) and proteins were  transferred onto nitrocellulose membranes  for 
90 min and 100 V at 4 °C. Next, unspecific binding sites were blocked for 2 h with 5 % milk 
powder  (MP)  solution  in  PBS.  Membranes  were  incubated  with  the  primary  antibody 
overnight, washed three times with TBS‐T and incubated with secondary antibodies for 2 h. 





































Antigen   Source  Dilution  Solvent  Producer/Distributor  Product # 
actin  mouse  1:1000  BSA 1 %  Merck Millipore  MAB 1501 
EEA1  goat   1:1000  BSA 1 %  Santa Cruz  sc‐6415  
EGFR  mouse  1:1000  MP 5 %  Cell Signaling   2239 
EGFR pTyr1068  rabbit  1:1000  BSA 5 %  Cell Signaling  2234 
FAK  mouse  1:1000  BSA 5 %  Santa Cruz  sc‐1688 
FAK pTyr397  rabbit  1:1000  BSA 5 %  Santa Cruz  Sc‐11765 
HER2  rabbit  1:1000  MP 5 %   Cell Signaling  2156 
HER2 
pTyr1221/1222 
rabbit  1:1000  BSA 5 %  Cell Signaling   2243 




Src  mouse  1:1000  MP 5 %  Cell Signaling  2110 
Src pTyr416  rabbit  1:1000  BSA 5 %   Cell Signaling   6943 






Antibody  Dilution  Solvent  Producer/Distributor  Product # 
Goat‐anti‐mouse 
IgG1 HRP 
1:1000  MP 1 %  Biozol  BZL07046 
Goat‐anti‐rabbit IgG 
HRP 
1:1000  MP 1 %  Bio‐Rad  172‐1019 
Donkey‐anti‐goat IgG 
HRP 
1:1000  MP 1 %  Santa Cruz  Sc‐ 2020 
IRDye 800CW Goat‐
anti‐rabbit  
1:20 000  MP 1 %  LI‐COR GmbH  926‐32211D 
IRDye 800 Goat‐anti‐
rabbit IgG (H+L) 



















































































































































































panel  shows  one  representative  spheroid.  Error  bars  represent  the  SEM  of  three  independent 




cells,  the  forward migration  indices  FMIǁ and FMI٣ were calculated, with  FMIǁ defining  the 
migration parallel to the gradient and FMI٣ perpendicular to the gradient. The larger the FMI 
values are, the stronger is the chemotactic migration in the respective direction. To evaluate 
the overall  travel  trend of cells,  the center of mass  (Mend) was used, which represents  the 
average  point  of  all  endpoints  of  the  travelled  cells.  Furthermore,  velocity  of  cells  was 
determined. In the 3D setting, migration of cells was monitored in matrigelTM. For both the 
MDA‐MB‐231 and T24 cells we  found a  reduced FMIǁ  index  in  the 2D and 3D setting after 




setup  for  T24  nor  in  the  2D  setting  for  MDA‐MB‐231  or  T24  cells.  The  3D  chemotaxis 






























for 2 h with 1 µM Soraphen A  (Sor.A) and  (a, a´)  the migration  towards a 10 % FCS/100 ng/ml EGF 

















































































for 2 h with 1 µM Soraphen A  (Sor.A) and (a, a´)  the migration  towards a 10 % FCS/100 ng/ml EGF 



































































































Fig.  14  Analysis  of  cell  attachment,  cell  death  induction  and  proliferation  after  Soraphen A 
treatment.  Attachment  of  (A) MDA‐MB‐231  and  (B) T24  cells  was  determined  via  real‐time  cell 

























































































































































To exclude cytotoxic effects being responsible  for  the reduced dissemination  in  the  in vivo 










migration  and  metastasis  formation,  we  examined  the  phospholipid  composition  of  the 
invasive  breast  cancer  cell  line  MDA‐MB‐231  after  acetyl‐CoA  carboxylase  inhibition. 
Therefore, cells were treated for 6 h with Soraphen A or vehicle only, lipids were extracted, 
separated  by  reverse  phase  liquid  chromatography  and  analysed  by  ESI  tandem  mass 
spectrometry by Dr. Andreas Koeberle  (Group of Prof. Dr. Oliver Werz, University of  Jena, 
Chair of Pharmaceutical and Medical Chemistry, Institute of Pharmacy). After the stimulation 
no  significant  changes  were  recorded  in  the  total  amount  of  phosphatidylcholine  (PC), 
phosphatidylethanolamine (PE), phosphatidylserine (PS) and phosphatidylinositol (PI) species 
(Fig. 17 A). However,  the phospholipid composition of all  species was profoundly  changed 
after  treatment,  with  the  amount  of  some  species  being  enhanced  (e.g.  PC (16:0/16:0), 




































The phospholipidome data presented  in Fig. 17 were also analysed according  to  fatty acid 






































































































































































































analysis  was  accomplished  by  repeated  measures  ANOVA  +  Turkey‘s  post‐hoc  test  (* p < 0.05, 
** p < 0.01, *** p < 0.001). Experiments were performed by Dr. Andreas Koeberle (Group of Prof. Dr. 
Oliver Werz, University of Jena, Chair of Pharmaceutical and Medical Chemistry, Institute of Pharmacy). 



































































































































* co6 h Sor.A
























Another  important  regulator of migration  is  the  cytoskeleton, with  the  reorganization and 
turnover  of  the  actin  cytoskeleton  being  the  driving  force  for  cellular  movement.  Actin 
filaments  inter  alia  regulate  the  formation  of  cellular  protrusions  (Yamaguchi &  Condeelis 
2007). Based on the data published by Swaminathan and colleagues, proposing that invasive 







Fig.  19 Actin  profile  after  Soraphen A  treatment.  MDA‐MB‐231  and  T24  cells  were  treated  with 
increasing concentrations of Soraphen A (Sor.A) or vehicle for 4 h, fixed and actin was stained. Actin 












Fig.  20  Effect  of  Soraphen A  on  microtubules.  MDA‐MB‐231  and  T24  cells  were  treated  with 




cell  line‐dependent  effects.  In  MDA‐MB‐231  cells  the  number  of  filopodia  per  cell  was 
significantly  reduced,  whereas  in  T24  cells  no  effect  of  Soraphen A  could  be  determined. 

























filopodia  and  membrane  ruffles  formation  (Ridley  et  al.  1999),  whereas  Vinculin  effects 
mechanotransduction of cells at adhesion sites by regulating cell adhesion, cell spreading and 
the  generation  of  traction  forces  (Jannie  et  al.  2015).  Fig.  22  shows  the  Rac  and  Vinculin 
staining  in  spreading  MDA‐MB‐231  cells  2 h  after  Soraphen A  treatment,  revealing  no 



















































As  phospholipids  are  the  most  abundant  building  blocks  of  cellular  membranes,  we 
hypothesized  that a changed phospholipid profile could affect biomechanical properties of 




increased median bending  rigidity compared to  the vehicle  treated GMPVs,  indicating  that 
Soraphen A enhances membrane rigidity (Fig. 23 A, B).  
Second, cell stiffness of whole cells was analysed by optical stretcher setup. Therefore, 










Fig.  23 Biochemical  characterisation  of MDA‐MB‐231  and  T24  cells  after  Soraphen A  treatment.  
Boxplots of bending elastic moduli κ of GPMVs obtained from Soraphen A (Sor.A) or vehicle treated (A) 











Soraphen A,  we  concentrated  on  membrane‐dependent  cellular  processes  which  are 
associated with  cell migration.  First we  focused  on membrane  recycling  and  assessed  the 
effect of Soraphen A on the endosomal and lysosomal marker proteins EEA1 and LAMP1, as 































































































































treated  with  increasing  concentrations  of  Soraphen A  (Sor.A)  for  4 h  or  6 h,  respectively.  EGFR 
phosphorylation was  induced with  the  EGFR  ligand  EGF  (100  ng/ml). Western  blot  quantification, 
performed  by  Image  J  can  be  found  in  the  lower  panel.  Error  bars  represent  the  SEM  of  three 
independent experiments. 
Another mediator of migration, which binds to transmembrane integrins is the focal adhesion 
kinase  FAK  (Sieg  et  al.  1999).  FAK  is  not  directly  anchored,  but  can  be  recruited  to  the 
membrane  to  activate  downstream  signaling  pathways.  We  were  interested  whether 














Beyond  the  anti‐metastatic  potential  of  Soraphen A  we  analysed  its  effects  on  cell 
proliferation of the breast cancer cell lines SKBR3 and MDA‐MB‐231 and the hepatocellular 
carcinoma  cells  Huh7  and  HepG2.  While  anti‐migratory  effects  occurred  after  short 


















































































were  treated  with  increasing  concentrations  of  Soraphen A  (Sor.A)  for  96 h.  Apoptosis  rate  was 
assessed  by  PI  staining  and  flow  cytometry.  Error  bars  represent  the  SEM  of  three  independent 
experiments performed in triplicate. Conducted by Eva‐Maria Baur. 
 
Fig.  29  Soraphen A  induces  a  G1‐arrest  in  SKBR3  cells.  SKBR3  cells  were  treated  with  increasing 
concentrations  of  Soraphen A  (Sor.A)  for  72  h.  Cell  cycle  was  assessed  by  PI  staining  and  flow 
cytometry. Error bars represent the SEM of three independent experiments performed in triplicate. 
Conducted by Eva‐Maria Baur. 


































































onto  poly‐HEMA  coated  plates  and  treated  with  Soraphen A  (Sor.A)  for  (A)  96 h  or  (B)  120 h, 
respectively.  Proliferation  rate  was  determined  by  CellTiter‐Blue®  cell  viability  assay.  Error  bars 
represent  the SEM of  two  independent experiments performed  in  triplicate. * p < 0.05, ** p < 0.01 
(Student`s t‐test). 
Next  we  addressed,  whether  a  deprivation  of  exogenous  nutrients  is  able  to  potentiate 
Soraphen A action as cells could obtain lipids from exogenous sources upon ACC inhibition to 
maintain  their  lipid homeostasis. Furthermore, we analysed  the effects of growth medium 
supplementation with the phospholipids PC (16:0/16:0), PC (16:1/16:1), PC (16:0/20:4) and 
PC (16:0/18:1)  in  combination  with  Soraphen A.  As  expected,  we  first  could  see  that  FCS 
deprivation  enhances  Soraphen A‐mediated  inhibition  of  proliferation.  Secondly,  in  the 
combination treatment of cells, all phospholipid species could slightly rescue the inhibitory 














































normal  and  starvation  cultivation  conditions.  MDA‐MD‐231  cells  were  cultivated  in  (A) medium 
containing 10 % FCS or (B) starvation medium with 1 % FCS. Cells were treated with 0.1 µM Soraphen A 
(Sor.A), 100 µM of the respective phospholipid or the combination (+/+), respectively for 120 h. Cell 

































































































































































































over  time.  Error  bars  are  presented  as  the  SEM.  * p < 0.05,  ** p < 0.01  (Student`s  t‐test).  In  vivo 




To  unravel  the  underlying  mechanism  behind  the  Soraphen A‐induced  inhibition  of  cell 
proliferation, the following experiments addressed whether the lipid homeostasis is affected 
after Soraphen A treatment. We focused on phospholipids, which are major components of 
cell  membranes  and  performed  an  ESI  tandem  mass  spectrometry  analysis  of  various 
phospholipid species. The measurements were conducted by Dr. Andreas Koeberle (Group of 
Prof.  Dr.  Oliver Werz,  University  of  Jena,  Chair  of  Pharmaceutical  and Medical  Chemistry, 
Institute  of  Pharmacy).  Soraphen A  reduced  the  amount  of  phosphatidylcholines (PC), 
phosphatidylinositols (PI)  and  phosphatidylethanolamines (PE),  whereas  the 
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So  far  our  data  revealed  a  strong  interference  of  Soraphen A  with  the  phospholipid 
homeostasis  and  membrane  composition.  To  evaluate  the  functional  consequences  of 
Soraphen A treatment on membrane characteristics, we next assessed cell deformability by 




stimulation per  se,  cells were  imaged  in  the  reservoir  before  entering  the  channel, where 
stretching was accomplished. 48 h after Soraphen A  treatment a  clear  stiffening of  cells  in 
comparison to control could be determined. This effect was significant for the flow rate of 


















fluidity,  which  plays  an  important  role  for  lipid  raft  formation,  receptor  movement  and 
membrane‐associated  signaling  processes  was  assessed.  Therefore,  SKBR3  cells  were 
transfected with the vector pMyrPalm‐mEGFP and thereby engineered to express an EGFP 
labeled  membrane  marker.  The  EGFP  fluorescence  was  bleached  and  the  fluorescence 









Fig.  36  Lateral  membrane  fluidity  is  reduced  after  Soraphen A  treatment.  SKBR3  cells  were 





photobleached  area.  (B,  D) Mean  fluorescence  recoveries  after  photobleaching were  plotted  over 
time. (C, E) The time constant Tau was calculated by the non‐linear equation “one‐phase association” 
in GraphPad PRISM. ACC1 silencing by siRNA was proven by Western blot analysis. (A), (B), (D) show 







As  membrane  fluidity  and  membrane  characteristics  are  strongly  interweaved  with 







treatment  and  was  significantly  inhibited  in  Soraphen A  stimulated  cells  (Fig.  37  B). 
Quantification of  the data  showed a  reduced number of HER2‐EGFR clusters, whereas  the 
cluster  size  did  not  differ  in  treated  and untreated  cells. Next,  Src‐HER2 dimerization was 
analysed by Co‐IP and interestingly showed an enhanced dimer formation after Soraphen A 
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Beyond  receptor  signaling,  receptor  recycling  is  another  cellular  process  that  is  strongly 
regulated  by  membrane  characteristics.  Two  well  characterised  receptors,  which  are 
commonly used  for  receptor  recycling  studies,  are  the Transferrin  receptor  and  the EGFR. 
Here,  the  effect  of  Soraphen A on  receptor  recycling was  assessed by using  a  Transferrin‐
rhodamine or an EGF‐rhodamine conjugate, respectively. The labeled ligands were added to 
the  culture  medium  20 min  before  cell  fixation  and  allowed  to  internalize.  Soraphen A 
treatment induced a crowding of the ligands near the perinuclear compartment (Fig. 38 A). 














(Sor.A)  concentrations  as  indicated  for  72 h.  24 h  before  imaging  or  lysate  preparation  cells  were 
cultured in Sor.A stimulated starvation medium. (A) Transferrin receptor recycling and EGFR recycling 















the  combination  therapy  0.1 µM  Soraphen A  and  10 µg/ml  Trastuzumab  were  applied,  a 





















cells,  respectively. Quantification of  confocal HER2  images  is  shown  in  the  lower panel. Cells were 














































































Since  the  finding  that  tumors  overexpress  lipogenic  enzymes,  the  acetyl‐CoA  carboxylase 














induction,  suggesting  that  cells  exhibit  different  metabolic  requirements  and  thereby 







novo  lipid  synthesis  could  be  induced  under  starvation  conditions  (Daniëls  et  al.  2014). 









be  exploited  in  cancer  therapy  as  cells  in  tumors  have  often  to  face  reduced  supply with 
nutrients and evade this unfavorable conditions by angiogenesis and extravasation (Hanahan 
&  Weinberg  2000,  Daniëls  et  al.  2014).  Even  though  the  anti‐proliferative  effects  of 









Interestingly,  in our  study  inhibition of migration occurred at  early  time points  after 




model. Obviously  the early changes  in  the  lipid  composition and membrane stiffness after 
Soraphen A  treatment  are  sufficient  to  inhibit  cell migration as  these processes  are highly 











As  Soraphen A  interferes  with  fatty  acid  synthesis  we  focused  on  the  phospholipid 
composition of cells, which we studied after short and long stimulation times with respect to 
the  anti‐migratory  and  the  anti‐proliferative  effects  of  Soraphen A.  After  long  stimulation 
times with Soraphen A, we could demonstrate that the amount of phosphatidylcholines (PC), 
phosphatidylinositols (PI)  and  phosphatidylethanolamines (PE)  is  reduced,  whereas 
phosphatidylserines (PS) were not  affected.  Short  stimulation  times did not  alter  the  total 
amount  of  phospholipids.  Interestingly,  the  phospholipid  composition  was  profoundly 
changed both after 6 h and after 72 h of Soraphen A treatment. We could find a shift towards 
longer  fatty  acids  and  reveal  a  higher  degree  of  desaturation  in  both  setups.  This  is  in 




cells  from  chemotherapeutics  and  free  radicals  (Rysman  et  al.  2010).  Reversing  that 
phenotype  by  Soraphen A  could  thereby  be  a  valuable  tool  to  sensitize  cells  for 










and T24  cells, which were  the model  systems  for migration and  invasion experiments, we 














influence  of  the  membrane  stiffness  on  whole  cell  rigidity  was  higher  than  that  of  the 
cytoskeleton  and  therefore  verifiable.  So  far  we  are  only  beginning  to  understand  the 
implications  of  cell mechanics  on  cancer  progression  and  development  and  there  are  still 
many questions to address before this knowledge can be translated into clinical practice and 
exploited  as  a  therapeutic  target.  But  an  ever  growing  body  of  experimental  evidence 
illustrates  the  outstanding  role  of  cancer  mechanics  in  tumor  progression.  Initial  studies 
introduce,  that  deformability  of  cancer  cells  can be used  as  a marker  to  grade metastatic 
potential of cells (Guck et al. 2005, Remmerbach et al. 2009,  Swaminathan et al. 2011). The 





were  also  applied  for  measurements  of  cell  stiffness.  Therefore,  real‐time  deformability 
cytometry (RT‐DC) was performed, a new method which guarantees a high throughput (Otto 
et al. 2015). Cell deformation was assessed 48 h and 72 h after Soraphen A  treatment and 
interestingly  showed  differing  results.  48 h  post  stimulation  cell  stiffening  could  be 
determined, whereas 72 h after treatment cells were found to be more deformable. Our data 
suggest  that  inhibition  of  ACC  by  Soraphen A  induces  dynamic  remodeling  of  membrane 
composition  to meet  the nutritional needs and therefore gives  rise  to differing membrane 
characteristics  over  time.  Interestingly,  FRAP  analysis,  which  was  performed  72 h  after 
Soraphen A treatment, showed that the lateral membrane fluidity was reduced, implicating 

















are  important  signaling  platforms  for  migration  and  proliferation  (Meer  et  al.  2008, 
Hryniewicz‐Jankowska et al. 2014). The organization of lipid domains and phases depends on 
lipid  composition  and  even  small  changes  can  induce  profound  alterations  in  the  phase 
behavior, resulting for example  in the disruption of  lipid rafts  (Hryniewicz‐Jankowska et al. 
2014). The eminent role of  lipid homeostasis was also shown in experiments  in which cells 
were cultured in medium containing polyunsaturated fatty acids, resulting in a dissociation of 





that  this  typical mediators of migration were not affected by Soraphen A. Our data  rather 
support  the  theory  that  changed membrane  characteristics,  triggered  by  the  altered  lipid 
composition could be responsible for the observed effects. In MDA‐MB‐231 cells we found a 
reduced formation of filopodia after Soraphen A treatment. Cell protrusions like filopodia or 
invadopodia  are  important  mediators  of  migration  and  their  formation  is  related  to  the 







regulated  by  Soraphen A,  are  important  for  their  functionality  (Yamaguchi  et  al.  2009, 




stiffness  was  significantly  enhanced.  For  T24  cells  the  changed  membrane  rigidity  was 
obviously sufficient to evoke anti‐migratory effects. Of note, migration and invasion of MDA‐














towards  Soraphen A  in  comparison  to  other  tested  cell  lines.  First  mechanistic  studies 
revealed  a  connection  between  enhanced  lipogenesis  and  the  HER2  signaling  pathway, 
demonstrating  that  the  SKBR3 cells  exhibit higher  levels of  FAS and ACC  in  comparison  to 
MDA‐MB‐231  cells  which  are  characterised  by  a  low  HER2  level.  Moreover,  engineered 
overexpression of HER2 in MDA‐MB‐231 cells induced elevated levels of ACC1 and FAS (Yoon 






MCF‐7  cells  (Corominas‐faja  et  al.  2014).  Another  possible  explanation  for  the  different 
sensitivity  of  cells  towards  Soraphen A  could  be  traced  back  to  differing  metabolic 
requirements of cells. 
Receptor  recycling  is  a  further  membrane‐dependent  cellular  process,  which  is 
important  for  cell proliferation.  In our  study,  Soraphen A  treated cells exhibited a  strongly 
impaired recycling of the Transferrin receptor and EGFR, which were used as model systems. 
Transferrin receptor and EGFR were found to be trapped in the perinuclear compartment after 





Thereby  the  composition  of  early  endosomes  is  similar  to  that  of  the  plasma membrane, 
whereas late endosomes exhibit a decrease in sterols and PS species. Furthermore, PI species 
play  a  prominent  role  during  maturation  (Meer  et  al.  2008),  so  it  is  not  surprising  that 
Soraphen A‐induced  perturbations  of  the  lipid  homeostasis  lead  to  deregulated  recycling. 
Interestingly, after analyzing HER2 receptor recycling, we could find an enhanced localization 








the potential of  Soraphen A  in  combination  treatment. As  the HER2‐overexpressing SKBR3 
cells  served  as  a  model  system  for  our  study,  we  decided  to  analyse  the  combination 
treatment of Soraphen A with Trastuzumab, which  is a common therapy  for HER2‐positive 
tumors.  Trastuzumab  is  an  antibody  that  binds  to  the  extracellular  domain  of  HER2  and 












recycling  cycle  is  important  for  its  function.  However,  results  on  the  internalization 
















on  the  cell  surface after  Soraphen A  treatment,  suggesting  that  in  SKBR3 cells  Transferrin, 
EGFR  and HER2  receptors  undergo  different  internalization  pathways.  Another  interesting 












Trastuzumab,  when  administered  as  monotherapy  is  limited  due  to  resistance  formation 
(Higgins & Baselga 2011), whereas combination therapies proved to have much higher success 










cancer  cell  progression.  Therefore,  key  enzymes  of  the  lipid  synthesis  like  the  acetyl‐CoA 
carboxylase  gained  increasing  attention  as  therapeutic  targets.  This  work  presents 
Soraphen A, a myxobacterial acetyl‐CoA carboxylase inhibitor, as a potent anti‐metastatic and 
anti‐proliferative  compound. Most  noted,  these  effects  could  be  demonstrated  in  a  Huh7 
xenograft tumor growth model and a 4T1‐Luc dissemination experiment in vivo. We focused 
on unraveling  the underlying mechanism of Soraphen A action and  found  that Soraphen A 




abrogation  of  the migratory  and  invasive  capacity  of  cells.  In  SKBR3  cells, which were  the 
model system for proliferation studies a dynamic change in cell deformability was observed 
after  Soraphen A  treatment.  Furthermore,  processes  which  are  dependent  on membrane 
characteristics  like  receptor  recycling,  receptor  signaling  and  receptor  dimerization,  were 
affected by Soraphen A, leading to an inhibition of cell proliferation (Fig. 40).  
In  summary, we could  introduce Soraphen A as a potent  inhibitor of migration and 
proliferation  and  unravel  its  mechanism  of  action.  We  found  that  Soraphen A  evokes 
modifying effects on cell biomechanics and diminishes cancer progression by  inhibiting the 
acetyl‐CoA carboxylase. An ever growing body of experimental evidence suggests that cancer 
cells  exhibit  a  changed deformability,  therefore  reversing  the biomechanical phenotype of 











Fig.  40 Mechanism  of  Soraphen A  action  as  an  anti‐migratory  and  anti‐proliferative  compound. 
Soraphen A interferes with fatty acid synthesis by acetyl‐CoA carboxylase (ACC) inhibition. Fatty acid 
homeostasis  influences  membrane  fluidity,  membrane  deformability  and  thereby  membrane‐
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